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NOUVEAU MODELE ANIMAL DE LA MALADIE D'ALZHEIMER 
PRESENTANT A LA FOIS PES PLAQUES AMYLOIDES ET PES 
PYSFONCTIONNEMENTS MITOCHONPRIAUX 

La presente invention conceme le domaine des modeles animaux transgeniques et 
plus particulierement, les modeles animaux de la maladie d' Alzheimer. L'invention se 
rapporte a un nouveau modele animal de la maladie d'Alzheimer presentant a la fois 
des plaques amyloides et des dysfonctionnements mitochondriaux. 

La maladie d'Azheimer (AP) est une maladie neurodegenerative progressive qui 
affecte une large proportion de la population agee. Cette maladie est caracterisee sur 
le plan clinique par une perte de la memoire et un declin des fonctions cognitives^r 
le plan neuropathologique par la presence dans le cerveau de depots neurofibrillaires 
intracellulaires et de depots extracellulaires du peptide P-amyloi'de (A-p) formant les 
plaques amyloides (Yanker et al., 1996). A ces signes s'ajoutent un nombre important 
d'autres changements anormaux incluant une alteration des systemes immunitaires et 
inflammatoires ainsi qu'une alteration de la fonction mitochondriale pouvant conduire 
a une augmentation du stress oxydatif, une activation des mecanismes de I'apoptose et 
de maniere ultime a la mort cellulaire. 

Les plaques amyloides sont majoritairement composees des peptides A-p a 40 ou 42 
residus qui sont generes lors du processus proteolytique de la proteine precurseur du 
peptide p-amyloYde (APP). Les depots extracellulaires de A-p sont tres specifiques de 
TAP et des desordres associes. lis representent la caracteristique precoce et invariable 
de toutes les formes de TAP, incluant les formes familiales (FAP). Les FAP 
apparaissent de maniere relativement precoce (entre 40 et 60 ans) et sont dues a des 
mutations dans le gene de I'APP dans 5 % des cas de FAP (19 families) avec six 
mutations faux-sens simples ou doubles; dans le gene de la preseniline 1 (PS 1) dans 
50 a 70 % des cas de FAP (> a 50 families) avec plus de 40 mutations differentes 
identifiees jusqu'a present; et dans le gene de la preseniline 2 (PS 2) dans moins de 
cas de FAP avec 2 mutations faux-sens decrites dans 8 families (pour revue voir Price 
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et Sisodia, 1998). Des mutations dans ces trois genes ont ete demontrees comme 
induisant des changements dans la proteolyse de TAPP, qui conduisent a une 
surproduction de A-P et a Tapparition precoce de la pathologie et des symptomes qui 
sont similaires a ceux des formes sporadiques de TAD. 

5 En plus des mutations dans les genes de TAPP, PSl et PS2, d'autres facteurs 
contribuant a TAD ont ete mis en evidence chez Thomme, en particulier les 
dysfonctionnements de la mitochondrie (Beal, 1998). En effet, par differentes voies 
d'investigations chez des individus atteints par TAD, il a ete demontre que le 
dysfonctionnement mitochondrial etait important dans I'apparition de la maladie. 

10 En effet, selon une premiere approche, des deficiences de Tactivite cytochrome C 
oxydase mitochondriale (COX ou complexe IV de la chaine respiratoire 
mitochondriale) ont ete montrees dans le cerveau de sujets humain atteints par TAD 
(Parker et al„ 1989; Parker et ah, 1994; Mutisya et al., 1994; Kish et ah, 1992). Des 
mutations des genes COX mitochondriaux ont egalement ete mises en evidence dans 

15 des formes tardives de I'AD. (Davis et al. 1996, 1997). Dans des cellules cy brides 
dans lesquelles les mitochondries des plaquettes de patients atteints par VAD sont 
fusionnees a la lignee cellulaire SH-SY5 Y caracterisee par une depletion de son ADN 
mitochondrial, I'activite mitochondriale COX est diminuee de 52 %. Cette diminution 
de I'activite mitochondriale a pour consequence une surproduction des radicaux libres 

20 et une augmentation de la concentration basale de Ca^^ (Sheehan et al., 1997). 

Dans une seconde approche, tout aussi importante, il a ete demontre le role important 
du dysfonctionnement mitochondrial dans la mort cellulaire induite par apoptose chez 
des patients atteints par TAD (Su et al., 1997; Mac Gibbon et al., 1997; Tortosa et al., 
1998; Nagy et al., 1997), et en particulier le role important de Bax qui a ete identifie 
25 dans des lesions de patients AD (Bax etant une proteine mitochondriale de la famille 
de Bcl-2, connue pour induire la mort cellulaire par Touverture du "megachannel" 
mitochondrial et la liberation par la mitochondrie de molecules apoptotiques dans le 
cytosol incluant le cytochrome C , le substrat de COX, qui active les caspases, comme 



# 



cela a ete demontre dans des cellules en cultures). En fait, Bax se concentre a la fois 
dans les elements neuritiques entourant les plaques seniles (la localisation de bax est 
correlee a celle des depots de A-P sur des sections adjacentes d'un meme cerveau au 
niveau de I'hippocampe de sujet atteint par TAD), et dans des neurones portant des 
5 degenerescences neurofibrillaires precoces, indiquant que Bax joue un role dans la 
formation des degenerescences neurofibrillaires chez les patients atteints par TAD 
(MacGibbon et al., 1997; Tortosa et al, 1998; Nagy et al., 1997). 

En ce qui conceme le A-P, il est clairement demontre dans la litterature que ses 
proprietes neurotoxiques montrees in vitro sont associees a la production de radicaux 

10 libres oxygenes (Pappola et al., 1998). Cette donnee semble cependant ne pas 
resoudre la question de savoir si le stress oxydatif est du a un dysfonctionnement 
mitochondrial ou si le stress oxydatif apparaitrait in vivo dans le cerveau en 
association avec les depots de A-p. En effet, les donnees, disponibles en grand 
nombre dans la litterature, montrant et/ou suggerant que la neurotoxicity de A-P est 

1 5 mediee par le stress oxydatif ne sont en fait que des donnees in vitro (et non in vivo). 
De plus, la toxicite de A-P in vivo a ete mise en question dans de nombreux rapports 
(Papollaet al., 1998). 

Tandis que dans le tissu cerebral humain, il est connu que les depots de A-P sont 
associes a un dysfonctionnement mitochondrial, aucune donnee n'a ete rapportee a ce 

20 jour demontrant une association entre le dysfonctionnement mitochondrial et les 
depots de A-P dans un modele animal transgenique de TAD. Deux recentes 
publications sur les animaux transgeniques exprimant TAPP mute (animaux 
developpes par Hsiao et al. 1996) rapportaient une augmentation de la superoxide 
dismutase (SOD) et de I'heme-oxygenase-l (HO-1) et une augmentation de la 

25 peroxydation lipidique et de I'hydroxynonenal (HNE) en association avec des depots 
de A-p (Smith et al., 1998; Papolla et al., 1998). Cependant, tous ces marqueurs sont 
des marqueurs du stress oxydatif situes en aval du dysfonctionnement mitochondrial 
et ne sont pas specifiques de ce dysfonctionnement. De plus, certains de ces 
marqueurs utilises dans les etudes precedemment decrites, c'est-a-dire SOD et HO-1, 
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ne sont pas des oxydants induisant une mort neuronale mais sont par centre connus 
comme antioxydants impliques dans les mecanismes de defense mis en jeu dans la 
reduction des dommages oxydatifs et de la mort cellulaire. 

En ce qui conceme les presenilines, les mutations de PSl ont ete decrites comme 

5 induisant Tapoptose dans des cellules en culture et in vivo dans le cerveau de souris 
transgeniques exprimant PSl mutee (Chiu et al., 1999). Cependant, cela ne demontre 
pas que Tapoptose induite par les mutations de PSl est mediee par un 
dysfonctionnement mitochondrial. En effet, Tapoptose peut etre soit la consequence 
d'un dysfonctionnement mitochondrial, soit la consequence d'autres mecanismes de 

10 mort cellulaire non necessairement impliques dans le dysfonctionnement 
mitochondrial: par exemple, il a ete demontre que I'inhibition de Tactivite proteasique 
de renzyme de conversion de Tinterleukine 1-p (ICE) previent seulement des 
changements induits par Bax qui sont en aval de la mitochondrie (degradation de 
I'ADN par exemple) mais n'a aucun effet sur les changements mitochondriaux tels 

15 que la perte du potentiel de membrane de la mitochondrie et la production de radicaux 
libres (Xiang et al., 1996). De recentes etudes in vitro ont montre que les mutations de 
PSl sont impliquees dans la suiproduction de radicaux libres, dans Talteration de 
rhomeostase du calcium, et dans la perte du potentiel de membrane de la 
mitochondrie (Begley et al., 1999; Guo et ah, 1996, 1997, 1998). Cependant, ces 

20 etudes ne montrent aucune association du dysfonctionnement mitochondrial avec les 
depots A-P Chez des souris transgeniques exprimant PSl mutee puisque les souris 
transgeniques utilisees dans ces etudes pour la preparation des synaptosomes ne 
developpent pas de depots A-p. II existe done dans la litterature aucune evidence 
demontrant une association d'un dysfonctionnement mitochondrial et des depots A-p 

25 in vivo, dans le cerveau de souris transgeniques exprimant PSl mutee (Chui et al., 
1999) ou I'APP mute (Hsiao et al., 1996; Irizarry et al. 1997a, 1997b; Johson-Wood et 
al. 1997) ou encore coexprimant TAPP mute et PSl mutee (Borchelt et al., 1997; 
Holcomb et al., 1998). 




La presente invention resulte done de la mise en evidence pour la premiere fois que 
les depots amyloides sont associes a des dysfonctionnements mitochondriaux in vivo 
dans le cerveau d'animaux transgeniques. En outre, I'invention resulte egalement de la 
recherche d'un nouveau modele animal de I'AD plus representatif et reproduisant la 
5 neuropathologie rencontree chez ITiomme. 

Un premier objet de I'invention conceme done un modele animal transgenique de la 
maladie d'Alzheimer presentant a la fois des plaques amyloides et un 
dysfonctionnement mitochondrial. 

On entend par animal transgenique tout animal non-humain presentant une 
10 modification de son genome. La modification du genome peut resulter d'une alteration 
ou une modification de un ou plusieurs genes par "knock-in" ou par "knock-out". 
Cette modification peut etre due a Taction d'agents alterants ou mutagenes classiques 
ou bien efFectuee par mutagenese dirigee, comme cela est decrit dans Materiels et 
Methodes. 

15 La modification du genome peut egalement resulter d'une insertion de gene(s) ou de 
remplacement de gene(s) dans sa (leur) forme sauvage ou mutee. 

Les modifications du genome sont avantageusement effectuees sur des cellules 
souches reproductrices et avantageusement sur les pronuclei. 

Dans le cadre de la presente invention, le modele animal est avantageusement un 
20 mammifere. En particulier il peut s'agir d'une souris, d'un rat ou d'un lapin obtenu 
selon les techniques classiques de transgenese. A titre d'exemple illustant I'un des 
precedes de transgenese, on peut citer la methode de microinjection d'une cassette 
d'expression comprenant les genes modifies dans les deux pronuclei fecondes, tel que 
cela est decit dans Materiels et Methodes. 



25 A cet egard, le modele animal de Tinvention est obtenu par injection d'une cassette 
d'expression comprenant un acide nucleique. De maniere preferentielle, cet acide 
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nucleique est un ADN qui peut etre un ADN genortiique (ADNg) ou un ADN 
complementaire (ADNc). 

Dans le cadre du modele de Tinvention, TADN code pour tout gene pouvant intervenir 
dans le processus de mise en place de I'AD. A titre avantageux, le gene code par 
5 TADN intervient dans le mecanisme de production du peptide A-P dans sa forme 
amyloYdogenique. 

En particulier, TADN code pour des formes mutees de lAPP et/ou des presenilines et 
notamment pour la PSl de sorte que les cellules du modele animal coexpriment les 
deux proteines mutees. 

10 Les mutations dans le gene de TAPP peuvent etre Vune des differentes mutations 
decrites jusqu'a present dans la litterature. De maniere preferentielle, les mutations 
dans le gene de I'APP sont choisies parmi les mutations "Swedish" (S), "London" (L) 
et "Dutch" (D) seules ou en combinaison. 

Ces mutations sont bien decrites dans la litterature et sont caracterisees d'une maniere 
15 generale par les modifications suivantes : 



Nature et position 


Mutation Swedish 


Mutation Dutch 


Mutation London 


par rapport a 


K670N 


E693Q 




rAPP770 


et 


et/ou 


V 7171 




M671 L 


A692G 




par rapport a 


K651 N 


E674Q 




rAPP751 


et 


et/ou 


V698I 




M652L 


A673G 




par rapport a 


K595N 


E618Q 




rAPP695 


et 


et/ou 


V642I 




M596L 


A617G 




par rapport au 




E22Q 




peptide A-P (A42) 




et/ou 


V46I 






A21 G 





# 




Sont egalement comprises par mutation London toutes les substitutions autres que par 
I'isoleucine qui sont situees en position 717 par reference a rAPP770, telles que par 
exemple les mutations V717GetV717F. 

II est entendu que I'APP utilisable dans le cadre de I'invention, peut etre sous 
5 differentes isoformes et en particulier dans les formes 695, 751 et 770 ou dans une 
forme tronquee telle que par exemple Tisoforme APP99. 

Les mutations dans le gene de PSl peuvent etre Tune des 40 mutations decrites 
jusqu'a present dans la litterature. De maniere preferentielle, les mutations dans le 
gene de PSl sont choisies parmi les mutations M146L, A246E, C410Y, H163R, 
1 0 L226V, L235P, etc., seules ou en combinaison. 

Pour la realisation d'un modele selon invention, la mutation M146L est preferee. 

Dans le cadre du modele de I'invention, I'ADN est place sous le controle de sequences 
permettant son expression et en particulier de sequences promotrices de la 
transcription. 

15 A titre de sequences promotrices, on peut citer tout particulierement le promoteur 
HMG (Gautier et al., 1989), ainsi que le promoteur PDGF (Sasahan et al., 1991), le 
promoteur Thy-1 (Liithi et al.,) et le promoteur du gene du Prion (Scott et al., 1992). 

Selon une mise en ceuvre particulierement interessante de rinvention, le modele 
animal comprend le gene de TAPP ayant les mutations S, D et L, place sous le 
20 controle du promoteur PDGF et le gene de la PSl ayant la mutation M146 L place 
sous le controle du promoteur HMG. 

Le modele animal selon Tinvention est tres avantageux car il correspond a un modele 
tres representatif de TAD. En elfet, ce modele developpe des plaques amyloides des 
rage de 6 mois ce qui permet un temps d'elevage des animaux tres court et coexprime 
25 TAPP et PSl mutees a des niveaux bien superieurs au niveaux endogenes; au moins 
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de 3 a 5 fois et de 2 a 3 fois les niveaux endogenes respectivement de TAPP et de 
PSl. 

Ainsi, les resultats decrits dans les exemples demontrent que la souris transgenique 
coexprimant TAPP mute et la PSl mutee, developpe une neuropathologie de type 
5 maladie d'Alzheimer; c'est-a-dire qu'elle presente des depots A-p avec une 
conformation fibrillaire, des changements neurodegeneratifs de type elements 
neuritiques anormaux et une activation des cellules centrales de type inflammatoire 
tels que les astrocytes. 

De maniere particulierement interessante, ce modele presente, en plus des plaques 
10 amyloides, un dysfonctionnement mitochondrial egalement mis en evidence chez des 
sujets atteints par TAD. 

Les resultats decrits dans les exemples demontrent I'implication d'un 
dysfonctionnement mitochondrial dans la neuropathologie de ces souris transgeniques 
AD. Comparativement aux donnees publiees jusqu'a maintenant dans les domaines de 

15 la mitochondrie et de la maladie d' Alzheimer, ces resultats representent la premiere 
demonstration, a travers T etude de deux marqueurs importants de la mitochondrie, 
Bax et cytochrome C, qu'un dysfonctionnement mitochondrial se produit dans le 
cerveau des souris transgeniques AD de invention. Enfm, ces resultats montrent que 
de la meme maniere que dans le cerveau de patients AD, dans le cerveau de souris 

20 transgenique AD, une expression de Bax et cytochrome C est produite dans des 
elements neuritiques intimement associes aux depots A-p. 

Dans la presente invention, le dysfonctionnement mitochondrial correspond a une 
alteration, une modification, une surexpression ou une inhibition de I'expression des 
proteines mitochondriales. Ces proteines ayant preferentiellement une localisation 
25 subcellulaire intramitochondriale incluent les proteines pro-apoptotiques de la famille 
Bcl-2, comme Bax, Bak, Bad et les proteines anti-apoptotiques de la famille Bcl-2, 
comme Bcl-2 et Bcl-xL, ou tout autre proteine mitochondriale n'appartenant pas a la 
famille Bcl-2 et qui joue un role dans Tapoptose, comme a titre d'exemple 
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cytochrome C et AIF, ou encore des proteines recemment decrites comme etant 
localisees dans la mitochondrie et pouvant jouer un role dans I'apoptose comme 
Aralar ou BMCPl. 

Preferentiellement, parmi les proteines mitochondriales dont Texpresssion est 
modifiee on peut citer notamment les proteines Bax et/ou cytochrome C. 

La presente invention est egalement relative a Tutilisation du modele animal, tel que 
decrit precedemment, pour la mise en evidence de composes destines au traitement 
des maladies neurodegeneratives, de preference la maladie d'Alzheimer. 

En effet, par les proprietes avantageuses qui reproduisent tres fidelement les 
10 caracteristiques de TAD, ce modele permet, en comparaison des modeles connus, la 
mise en evidence de composes particulierement adaptes au traitement de I'AD, 
notamment, telle que decrite chez Thomme. 

Ces composes peuvent etre des molecules chimiques, des molecules peptidiques ou 
proteiques, des anticorps, des molecules chimeriques ainsi que des ADNs antisens ou 
15 des ribozymes. 

Les composes mis en evidence peuvent etre utilises comme medicament, tels quels ou 
en association avec un vehicule pharmaceutiquement acceptable afin d'obtenir une 
composition pharmaceutique. II peut s'agir en particulier de solutions salines 
(phosphate monosodique, disodique, chlorure de sodium, potassium, calcium ou 

20 magnesium, etc, ou des melanges de tels sels), steriles, isotoniques, ou de 
compositions seches, notamment lyophilisees, qui, par addition selon le cas d'eau 
sterilisee ou de serum physiologique, permettent la constitution de solutes injectables. 
Les injections pouvant etre realisee par voie stereotaxique, topique, orale, parenteral, 
intranasale, intraveineuse, intramusculaire, sous-cutanee, intraoculaire, 

25 transdermique, etc. 

La mise en evidence des composes decrits precedement repose sur la mise en contact, 
notamment par xme administration telle que par exemple une injection, du modele 
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animal de Tinvention avec un compose ou un melange de composes suppose(s) avoir 
une action et de mesurer ensuite le ou les effet(s) des composes notamment au niveau 
cerebral du modele sur differents changements biochimiques et/ou histologiques 
comme par exemple ceux decrits dans les parties Methodes et Resultats dont le taux 
5 de production des depots de A-p, les changements lies a la neurodegenerescence, 
Talteration de I'expression des molecules mitochondriales.... 

Un autre objet de invention conceme une cellule extraite du modele animal tel que 
decrit precedemment ainsi que son utilisation pour la mise en evidence de composes 
destines au traitement des maladies neurodegeneratives, de preference la maladie 
1 0 d* Alzheimer. 

La mise en evidence de composes decrits precedemment repose sur la mise en contact 
de cellules extraites du modele animal de I'invention avec un compose ou un melange 
de composes suppose(s) avoir une action et de mesurer ensuite le ou les effet(s) des 
composes au niveau des cellules entieres, dans des homogenats de cellules ou sur une 
15 fraction subcellulaire, sur differents parametres tels que la mort cellulaire, la 
production du peptide A-p, Tactivite mitochondriale (production de radicaux libres, 
chaine respiratoire, potentiel mitochondrial, etc.), 

Les resultats decrits dans les exemples demontrent les avantages du modele de 
invention et supportent clairement I'utilisation de ce modele transgenique pour le 
20 developpement de strategies therapeutiques telles que notamment des agents 
mitochondriaux qui s'opposent au dysfonctionnement mitochondrial et a la mort 
neuronale induite par un dysfonctionnement mitochondrial. 

La presente invention sera decrite plus en detail a I'aide des exemples qui suivent mais 
qui doivent etre consideres comme illustratifs et non limitatifs. 

25 

LEGENDE DU TABLEAU I : tableau recapitulatif des resultats obtenus dans le 
modele de souris double transgenique mettant en evidence des depots A-p et des 
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marqueurs de I'apoptose mediee par un dysfonctionnement mitochondrial dans des 
elements neuritiques. 

LEGENDE DES FIGURES 

Figure 1 

5 Comparaison des niveaux d'expression de TAPP, du fragment P-secretase et de I'A-p 
chez differentes lignees de souris transgeniques. 

Figure 2 

A: Analyse de Texpression de I'APP, du fragment 12kDa de la P-secretase et de I'A- 
p dans des homogenats de cerveaux de souris transgeniques a differents ages 
10 porteuses d'une simple ou double mutation, via I'utilisation de Tanticorps WO-2 
dirige specifiquement contre la forme humaine de TA-p. L'age des souris 
transgeniques ne modifie pas le niveau d'expression de I'APP mais conduit a une 
forte accumulation de TA-p. 

B: Analyse de I'expression de PSl M146L humaine. 
15 Figures 

Planche illustrative de I'expression de I'APP humaine dans Thippocampe et le cortex 
de souris transgeniques porteuses d'une simple (mutant APP) (bl,b2) ou d'une double 
mutation (mutant APP/PSl) (cl,c2). A noter le niveau d'expression eleve de I'APP 
dans les neurones hippocampaux (bl, cl) et corticaux (b2,c2) de ces deux lignees de 

20 souris transgeniques et le niveau d'expression tres faible voire indetectable de I'APP 
dans les regions cerebrales correspondantes des animaux controles non transgeniques 
(al,a2). De la meme fa?on, I'expression de la PSl humaine au sein des memes regions 
cerebrales est presente chez les souris transgeniques porteuses d'xme simple (mutant 
PSl) (el,e2) ou d'une double mutation (mutant APP/PSl) (fl, f2) et est indetectable 

25 chez les animaux controles non transgeniques (dl, d2). 
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Figures 4 et 5 

Illustration d« depots A-P dans le cerveau des souris transgeniques porteuses d'ttnc 
double tnutaticn (mutant APP/PSI) agees de 6 mois (Fig. 4) et 12 mois (Ftg. 5). 
Detection inununohtstochimiqne avec plusieurs anticotps diriges specifquentent 
5 centre des epitopes differents du peptide A-P: anticorps 6E.0 pour Ap,.„. Dako pour 
APs-,„ 4G8 pour AP,«., QCB pour AP,.« and FCA18 pour Aptolal. 

Figure 6 

taages representatives des histologies Thioflavine S et Rouge Congo (colorations 
verte et rouge, respectivement) au niveau de U fomtation hippocantpale ch^ les 
.0 souri, transgeniques porteuses d'une d«.ble mutation (mutant APP/PS.) agees de 2 
„„is Demonsuation de U confomtation fibriUaire des d*p6,s A-P dans ,e cerveau de 
ces souris. A noter la morphologic variable des dep6ts A-P; de forme sph*rique 
(fishes) ou i^cguliere (tc.es de fleches) chez les souris transg6mques porteuses dune 
double mutation (mutant APP/PSI). 

15 Figure? 

Pro^ssion des depots A-P immunomarqucs avec .'antico^.s an.i-Ap 4G8 chez la 
souris transg^nique porteuse dW double mutation (mutant -™ ^ ; 
densite des depots A-P beaucoup plus forie a 12 mois d'ige (CI, C2, C3) 
comparativcmcnt a 9 et 6 mois d'age (Bl, B2, B3 e. Al, A2, A3, respcCvement). 
,0 noter .gaiemcnt que Ics d.p5.s A-P sont esscntiellemen. localises da. u» ..^n 
cWbrale restrcinte. principalcmcnt le subiculum chez la sourrs ,eune (A1-A2), |and. 
qu,ls son. presents dans I'cnscmblc de la formation ^^"' ''^ ^^ 
Lcales Chez ia souris .gee dc 12mois,Cl .C2,. Lcsflgures A2,B2,C2etA3.B^ 
C3 reprfeentent nn plus fort grosstssement des regtons delimitees par un cadre notr 
2S dans les figures Al, Bl, CI et des fgurcs A2, B2, C2, rcspecHvement. 
hippocampus, Ctx: cortex. 



# 
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Figure 8 



Nombre de depots A-p en fonction de Tage (6, 9 et 12 mois) immunomarques avec 
Tanticorps anti-Ap 4G8 et quantifies, sur des coupes dliemicerveau de 6 |im 
d'epaisseur (niveau rostrocaudal Bregma -3,4 de T Atlas Stereotaxique de Franklin et 
5 Paxinos), via Tutilisation d'un systeme d'analyse d'images couple a une camera 
couleur et un microscope (Q600, LEICA) chez la souris double transgenique APP695 
SDLXPSl M146 L. 



Distribution regionale des depots A-P dans le cerveau d'une souris transgenique 
10 porteuse d'une double mutation (mutant APP/PSl) agee de 12 mois. 
L*immunomarquage avec TAc anti-Ap 4G8 a ete realise sur des coupes de 25 |im 
correspondants a 6 niveaux representatifs de I'axe rostrocaudal du cerveau de souris. 
A noter le nombre tres eleve de depots A-p dans la formation hippocampale et 
Tensemble des regions corticales. 

15 Figure 10 

Quantification chez toutes les souris transgeniques porteuses d'une double mutation 
(mutant APP/PSI) agees de 12 mois de la charge en A-P visualisee par 
immunohistochimie Ap (Ac 4G8) sur coupes d'hemicerveau de 25 |im d'epaisseur 
(niveau rostrocaudal Bregma -3,4). A noter la charge en A-p qui atteind plus de 3 et 
20 1% de la surface totale de Thippocampe et du cortex, respectivement, et plus de 9 et 
5% dans les regions les plus riches de ces deux structures cerebrales. La charge en A- 
P est en revanche inferieure a 0,5% dans les regions sous-corticales. 

1 : Cortex dorsal comprenant notamment le cortex primaire visuel et le cortex auditif 

2 : Cortex ventral comprenant notamment le cortex ectorhinal et le cortex entorhinal 



Figure 9 



25 3 : Formation hippocampale 



14 



4 : Reste d'hemicerveau (structures subcorticales) 
Figure 11 

Images representatives de la presence d'elements neuritiques APP-immunoreactifs 
(tetes de fleches en 4) dans Thippocampe des souris transgeniques porteuses d'une 
5 double mutation (mutant APP/PSl) et de leur absence dans Thippocampe des souris 
controles non transgeniques et des souris transgeniques porteuses d'une simple 
mutation APP (mutant APP) ou PSl (mutant PSl). Chez les souris transgeniques 
porteuses d'une double mutation (mutant APP/PSl), les elements neuritiques APP- 
immunoreactifs sont egalement presents dans toutes les regions corticales, incluant le 

10 cortex entorhinal (a) et le cortex cingulaire (d), dans le gyrus dente et dans les regions 
hippocampales CAl et CA3 (b,c). Les regions delimitees par un cadre noir sur les 
figures b, bl et b3 sont visualisees a plus fort grossissement en bl, en b2 et b3, et en 
b4, respectivement. A noter egalement le niveau d'expression tres eleve de la proteine 
APP humaine dans certains corps cellulaires neuronaux (fleches en b2). La fleche en 

15 1 , 2, 3 et 4 indique I'orientation de la tete du gyrus dente. 

Figure 12 

Images representatives de la presence d'elements neuritiques PSl-immunoreactifs 
(tetes de fleches en 4) dans Thippocampe des souris transgeniques porteuses d'une 
double mutation (mutant APP/PSl) et de leur absence dans I'hippocampe des souris 

20 controles non transgeniques et des souris transgeniques porteuses d'une simple 
mutation APP (mutant APP) ou PSl (mutant PSl). Chez les souris transgeniques 
porteuses dune double mutation (mutant APP/PSl), les elements neuritiques PSl- 
immunoreactifs sont egalement presents dans toutes les regions corticales, incluant le 
cortex entorhinal (a) et le cortex cingulaire (d), dans le gyrus dente et dans les regions 

25 hippocampales CAl et CA3 (b,c,e). Les regions delimitees par un cadre noir sur les 
figures c, d et e sont visualisees a plus fort grossissement en c', en d' et en e', 
respectivement. A noter egalement le niveau d'expression tres eleve de la proteme 
PS 1 humaine dans certains corps cellulaires netironaux en e' et d' (fleches). 



m 
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Figure 13 



Images representatives de la presence d'elements neuritiques delta catenine- 
immunoreactifs dans Thippocampe (Hi) et le cortex (Ctx) des souris transgeniques 
porteuses d'une double mutation (mutant APP/PSl) (bl, b2) et de leur absence dans 
5 les memes structures cerebrales chez les souris controles non transgeniques (al, a2). 
Les regions delimitees par un cadre noir sur les figures bl et b2 sont visualisees a plus 
fort grossissement en bla, bib et en b2a, b2b, respectivement. A noter que, de meme 
que les elements neuritiques APP- et PSl-immunoreactifs, les elements neuritiques 
delta catenine-immunoreactifs apparaissent groupes en plaques de taille variable, 
1 0 petite, moyenne ou grande. 



Elements neuritiques synaptophysine-immunoreactifs chez les souris transgeniques 
porteuses d'une double mutation (mutant APP/PSl) et chez Thomme atteint de AD. A 
noter que, dans les deux cas, sur coupes de cerveau doublement immunomarquees, les 
1 5 elements neuritiques synaptophysine-immunoreactifs (immunomarquage brun) 
entourent fortement les depots A-P (immunomarquage bleu). 



Neurofilaments phosphoryles SMI-immunoreactifs chez les souris transgeniques 
porteuses d'une double mutation (mutant APP/PSl) et chez I'homme atteint de AD. A 
20 noter que, dans les deux cas, sur coupes de cerveau doublement immunomarquees, les 
neurofilaments phosphoryles SMI-immunoreactifs (immunomarquage brun) entourent 
fortement les depots A-p (immunomarquage bleu). 



Immunoreactivite tau-l (immunomarquage brun) concentree dans des elements 
25 neuritiques incluant des neurites dystrophiques localises autour ou a Tinterieur des 
depots A-p (immunomarquage bleu) et des corps cellulaires neuronaux (tetes de 



Figure 14 



Figure 15 




Figure 16 
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fleches) dans le cerveau des souris transgeniques porteuses d'une double mutation 
(mutant APP/PSl). Ni neurites dystrophiques, ni corps cellulaires immunoreactifs 
pour la proteine tau-1 ne sont presents chez les souris controles non transgeniques. 

Figure 17 

5 Astrocytes actives GFAP-immunoreactifs (immunomarquage brun) presents chez les 
souris transgeniques porteuses d'une double mutation (mutant APP/PSl) et chez 
I'homme atteint de AD. A noter que, dans les deux cas, sur coupes de cerveau 
doublement immunomarquees, les astrocytes actives entourent certains depots A-p 
(immunomarquage bleu). 

10 Figure 18A 

Images representatives de I'expression Bax dans les neurones du gyrus dente, des 
regions hippocampales CAl et CAS et du cortex entorhinal d'une souris controle non 
transgenique et d'une souris transgenique porteuse d'une double mutation (mutant 
APP/PSl). A noter que des elements neuritiques Bax-immunoreactifs (tetes de 
15 fleches) sont presents chez la souris double transgenique tandis qu'ils sont absents 
chez la souris controle non transgenique. 

Figure 18B 

Images representatives d'un double immunomarquage permettant de visualiser 
I'expression de Bax (en brun) et les depots A-p (en bleu) sur une meme coupe de 

20 gyrus dente et de la region hippocampale CA3 de souris transgeniques porteuses d'une 
double mutation (mutant APP/PSl). A noter que I'immunoreactivite Bax est 
concentree dans des elements neuritiques anormaux tels que des neurites 
dystrophiques intimement associes aux depots A-P (fleches). L'inmiunoreactivite Bax 
est egalement concentree dans certains corps cellulaires anormaux qui apparaissent 

25 fortement immunomarques au niveau de leur cytoplasme perinucleaire et qui 
ressemblent aux neurones dits « sombres" (tetes de fleches noires). Elle apparait 



egalement dans certaines 
fleches blanches). 
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cellules gliales qui rappellent les astrocytes actives (tetes de 



Figure 18C (voir legende de la figure 18B) 

A„« illusttation d'un doubte tanunomarquage penneKan. de visualise, Texp-ession 
5 de Bax (=„ brun) e. les d^ots A-P (en bleu) su, u„e mtoe coupe de cerveau de sow,s 
„ansgem,ue porteuse dHane double mumtion (mulan. APP/PSl). Po»r les fleches e. 
tetes de fleches voir la legende de la figure 18B. 

Figure 18D 

Demonstration de la speciflcite de rimmunomarquage Bax par des experiences 
,0 d'absorption impliquan. I'incubation dVm pepUde Bax synthetique avec l'an„con,s 
,Ac) anU-Bax dilue avan, son application sar des coupes de cerveau de souns 
transgeniques potteuses d'une double mutation (mutant APP/PSl). Le peptide Bax 
synthetique inhibe l'immunoman,uage Bax de maniire significaUve (mais parttelie) a 
,a concentration de 0.02 mg/ml Undis qu'il I'inhibe completemen, a la concentration 
15 de 0.2 mg/ml. 
Figure 19 

Elements neuritiques Bax-immunoreactifs dans le cortex frontal dun suie, humain 
controle e, d'un suje, atteint de AD. A noter. chez ,e sujet AD et non chez le cont^role, 
,a prfeence d'elements neuritiques Bax-in„nunor6actifs (immunomarquage ba,n) tels 
20 que des neurites dystrophiques (fleches) do« cerUins apparaissent intimement hes 
aux depots A-P (immunomarquage bleu) et des corps cellulaires anormaux p,6sentant 
des zones de marquage t«s intenses dans le cytoplasme e. les prolongements 
proximaux ressemblan. ainsi a des dig^nerescences neurofibrillair« (tetes de 
fleches). 
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Figure 20A 

a,b: Images representatives de I'expression du cytochrome C dans la region 
hippocampale CAl des souris controles non transgeniques et des souris transgeniques 
porteuses d'une double mutation (mutant APP/PSl). A noter la presence d'elements 
5 neuritiques cytochrome C-immunoreactifs (fleches) chez la souris double 
transgenique et leur absence chez la souris controle non transgenique, 

c,d,e,f,g,h: images representatives d'un double immunomarquage permettant de 
visualiser Texpression du cytochrome C (en brun) et les depots A-P (en bleu) sur une 
meme coupe de gyrus dente, des regions hippocampales CAl et CA3 et du cortex 

10 cingulaire de souris transgeniques porteuses d'une double mutation (mutant APP/PSl). 
A noter que Timmunoreactivite cytochrome C est concentree dans des elements 
neuritiques anormaux tels que des neurites dystrophiques intimement associes aux 
depots A-p (fleches en b, c, d, e, f). L'immunoreactivite cytochrome C est egalement 
concentree dans certains corps cellulaires anormaux qui apparaissent fortement 

15 immunomarques au niveaux de leur cytoplasme perinucleaire (tetes de fleches en c, d, 
f). Les images a fort grossissement en g et h montrent Tassociation intime des 
elements cellulaires cytochrome C-immunoreactifs avec les depots A-P (fleches en g, 
h). 

Figure 20B 

20 Demonstration de la specificite de Timmunomarquage cytochrome C par des 
experiences d'absorption impliquant Tincubation d*une proteine cytochrome C 
piirifiee de cheval ou de rat avec Tanticorps anti-cytochrome C dilue avant son 
application sur des coupes de cerveau de souris transgeniques porteuses d'une 
double mutation (mutant APP/PSl). Les deux proteines cytochrome C de cheval et 

25 de rat inhibent Timmunomarquage cytochrome C de maniere significative (mais 
partielle) a la concentration de 0,01 mg/ml tandis qu'elles I'inhibent completement a 
la concentration de 0,1 mg/ml. 
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Figure 21 

Elements neuritiques cytochrome C-immunoreactifs dans le cortex frontal d'un sujet 
humain controle et d'un sujet atteint de AD. A noter la presence, chez le sujet AD et 
non chez le controle, d'elements neuritiques cytochrome C-immunoreactifs 
5 (immunomarquage brun) tels que des neurites dystrophiques (fleches) dont certains 
apparaissent intimement lies aux depots A-p (immunomarquage bleu) et des corps 
cellulaires anormaux presentant des zones de marquage tres intense dans le 
cytoplasme et dans les prolongements proximaux ressemblant ainsi a des 
degenerescences neurofibrillaires (tetes de fleches). 

10 Figure 22 

Double marquage immunofluorescent permettant de visualiser Texpression de Bax 
par fluorescence rhodamine en rouge (al, bl, cl) et Texpression de TAPP, PSlou 
SMI par fluorescence fluoresceine en vert (a2, b2, c2, respectivement) sur la meme 
coupe de cerveau de souris transgeniques porteuses d'une double mutation (mutant 

15 APP/PSl). A noter la presence de Bax et APP, de Bax et PSl au sein des memes 
elements neuronaux (colocalisation dans les memes neurones et plaques), et pour 
controle, la colocalisaion des immunofluorescences Bax et SMI a I'interieur ou 
autour des plaques et non dans les corps cellulaires. Le double marquage 
immunofluorescent en dl et d2 montre la colocalisation du cytochrome C avec la 

20 delta catenine dans un nombre important d'elements neuronaux (mais pas dans tous) 
dans le cerveau des souris doublement transgeniques. Les image el et e2 montrent le 
double marquage immunofluorescent de Bax et APP et leur colocalisation dans les 
elements neuritiques a I'interieur ou autour des plaques dans le tissu cerebral chez 
rhomme atteint de AD. 

25 Figure 23 

Double marquage immunofluorescent permettant de visualiser Texpression de Bax par 
fluorescence CY3 en rouge et I'expression de TAPP, PSl ou cytochrome C par 
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fluorescence fluoresceine en vert sur la meme coupe de cerveau de souris 
transgeniques porteuses d'une double mutation (mutant APP/PSl). Confirmation de 
la colocalisation de Bax et APP, de Bax et PSl et de Bax et cytochrome C. 



A/ Materiels et Methodes 
1. Mutagenese de PSl 

La mutagenese de PSl humaine a ete faite via I'utilisation d'un systeme de 
mutagenese in vitro, le Sculptor"^^ (Amersham, France). La region codante de PSl, 
10 incluant un motif consensus Kozak, a ete sous-clonee dans le vecteur Bluscript 
(Stratagene) et les mutations ont ete introduites selon le protocole foumi par le 
fabricant via I'utilisation d'oligonucleotides contenant la mutation desiree. Les 
sequences mutees ont ete verifiees par analyse de sequence. 

2 Generation et identification des souris transgeniques PSl M146L 

15 Pour la construction du transgene, le cDNA codant pour la PSl mutee humaine a ete 
sous-clonee entre les sites de restriction Smal et BamHI du polylinker du vecteur 
d'expression transgenique HMG (Czech et al., 1997). Pour la microinjection, les 
sequences du vecteur ont ete eliminees par restriction avec I'enzyme NotI et 
purification du fragment contenant la cassette d'expression par gel d'electrophorese. 

20 Le fragment purifie a ete dilue a la concentration finale de 2.5 ng/|al dans du Tris-HCl 
10 mM (pH 7.4) EDTA 0.1 mM, et injecte dans un des deux pronuclei des embryons 
fertilises de souris. Les embryons survivants ont ete immediatement transplantes dans 
I'oviducte de meres adoptrices (pseudopregnant). La presence du transgene chez les 
nouveaux nes a ete determinee soit par PGR soit par une analyse en Southem. La PGR 

25 a ete realisee avec des oligomeres correspondant a la PSl humaine ( 5'-TAA TTG 
GTG GAT AAA AGO C- 3'; 5'-GCA GAG AAA GGG AGT GAG AAG-3') 
amplifiant un fragment de 550 bp. Pour le Southern-blot, un fragment 1.2-kb PstI - 
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Sail du premier intron de la cassette d'expression de HMG, radiomarque avec 
ralphaP-32- dCTP, a servi de sonde pour la detection du transgene et du gene HMG 
endogene, comme controle interne. Par T ensemble de ces analyses, tout 
rearrangement majeur ou deletions du transgene dans les fondateurs et leur 
5 descendance peuvent etre exclus. 

3 Construction des vecteurs d'expression du transgene pour 1 'APP 

3.1 PDGF APP695SDL 

Le plasmide contenant la cassette d'expression du promoteur PDGF a ete linearise via 
Tendonuclease de restriction Sna BI selon les procedures standards (Ausubel et al. ; 
1 0 Current Protocols in Mol. Biol.) pour generer une coupure a bouts francs afin de sous- 
clone I'ADNc de APP. 

La mutagenese de TAP? a ete decrite precedemment (Czech et al. 1997). ADNc 
codant pour rAPP695SDL humaine a ete excise du plasmide de clonage a I'aide des 
endonucleases de restriction Smal and C/al,. Les extremites cohesives generees par 
15 Clal ont ete rendues a bout franc en traitant a I'aide du fragment de Klenow de TADN 
polymerase. L'identite et Tintegrite de la construction PDGF APP695SDL a ete 
verifiee par analyse du patron de restriction et les jonctions entre les fragments de 
DNA fusionnes ont ete controlees par sequengage partiel. 

Un kit de preparation de plasmide (Qiagen) a ete utilise pour preparer du DNA 
20 superenroule. Le transgene complet a ete purifie comme decrit ci-dessus par digestion 
via r enzyme de restriction Notl et separation du fragment transgene par 
electrophorese. Les aliquots destines a la microinjection ont ete dialyses contre un 
tampon TE (10 mM Tris pH 7.4 ; 0 .1 mM EDTA) sur un filtre flottant (Millipore ; 
type de membrane : VS ; 0 .025 |im) puis filtres (Spin-X ; Costar ; membrane poly- 
25 acetate ; 0.22 |im). Le DNA a ete dilue a la concentration finale de 1 - 2 ng/ nl pour la 
microinjection. 



• 
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3.2 APP75iSDL 

La mutagenese de I'APP a ete decrite precedemment (Czech et al. 1997) et les 
sequences de I'APP mutees ont ete introduites dans le cDNA APP751 par insertion du 
fragment APP Sma I/Bgl n contenant I'exon 8 dans le vecteur Bluescript contenant 
les mutations. Pour generer la construction d'expression transgenique APP75.SDL 
-n.y-l le cDNA APP, du site Sma I (-95) au site Cla I (2699) a ete clone dans un 
vecteur pBluescript modifie contenant des sites Sail de part et d'autre du site 
d'insertion. Le vecteur a ete digere avec Sal I et I'insert clone dans le vecteur Thy-1 
murin en utilisant le site Xho I (Ltithi et al. J Neuroscience 17, 4688-4699). 
L'orientation correcte a ete verifiee par analyse de restriction et la construction 
sequencee aux sites de ligation. Pour la microinjection, la cassette a 6te linearisee par 
restriction Not I-Pvu I puis purification du fragment contenant le transgene. 

3.3 APP75iKozak SL 

La mutagenese de I'APP a ete decrite precedemment (Czech et al. 1997) et les 
sequences APP mutees ont ete introduites dans le cDNA APP„. par insertion du 
fragment APP Sma I/Bgl E avec I'exon 8 dans le vecteur Bluescript contenant les 
n^utations. Pour optimiser le site d'initiation de traduction de I'APP, une sequence 
concensus Kozak optimisee a ete introduite par mutagenese dirigee par PGR. Pour la 
PGR la combinaison d'oligonucleotides etait: oligo sense (region d'initiation): ccc 
, ggg tccaccat. ctg ccc ggt ttg g (sequence Kozak sous-lignee), oligo antisense: ttc agg 
gta gac ttc ttg gc. Le produit de la PCR a ete clone dans pCR2 (Invitrogen, France), 
sequence puis sous-clone dans le vecteur Bluescript contenant le cDNA APP751SL 
utilisant sma I and Acc I. deletant ainsi le 5' UTR de I'APP et introduisant la 
sequence consensus Kozak. Pour generer la construction transgenique APP75. Kozak 
5 SL Thy-1 le cDNA APP ci-dessus, etendu en 3 ' to Cla I (2699), a ete sous-clone en 
vecteur Bluescript modifie contenant deux sites Sal I de part et d'autre de I'msert. Le 
vecteur a ete digere avec Sal I et I'insert clone dans le vecteur THy-l munn en 
utilisant le site Xho I (Lmhi et al. J Neuroscience 17, 4688-4699). L'orientation 
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correcte a ete verifiee par analyse de restriction et la construction sequencee aux sites 
de ligation. Pour la microinjection, la cassette a ete linearisee par restriction Not I- 
Pvu I puis purification du fragment contenant le transgene. 

3.4 Generation des animaux transgeniques 

5 Les animaux transgeniques ont ete obtenus et identifies selon des procedures standard 
deja decrites (e.g. « Manipulating the Mouse Embryo » ; Hogan et al CSH Press ; 
Cold Spring Harbor. N.Y.). 

4 Analyse par Western blot 

Le tissu cerebral de souris transgeniques et de souris controles non transgeniques 
10 (littermate) a ete homogenise sur de la glace dans une solution de sucrose 0.32 M 
contenant des inhibiteurs de protease (CompleteTM, Boehringer-Mannheim, 
Allemagne). Les debris cellulaires ont ete elimines par centrifiigation a 4°C pendant 5 
min a 1500g. La concentration en proteine dans le sumageant a ete mesure a I'aide du 
test de proteine BCA (Pierce, USA). Pour la detection de PSl, 25 ^ig d'extrait 
15 proteique ont ete incubes a 56'^C pendant 20 min dans du tampon de depot Laemmli 
contenant de Turee 8mM et du dithiothreitol 50 mM. Pour la detection de I'APP et de 
I'A-p, 25jig d'extrait proteique ont ete denatures a 95''C pendant 10 min dans 30 nl 
du tampon standard de depot Laemmli. Les proteines ont ete fractionnees par 
electrophorese sur gel polyacrylamide (SDS-PAGE). Apres transfert des proteines sur 
20 filtre de nitrocellose (Amersham, France), le filtre a ete chauffe dans du PBS pendant 

5 min afin d'augmenter la sensibilite et immediatement sature avec 5% (wA^) de lait 
ecreme en poudre dans du TBST 850mM Tris-HCl pH 8.1, 150 mM NaCl, 0.05% 
(V/V) Tween 20 pendant Ih et incube la nuit a 4*^0 avec TAc primaire en tampon 
TBST seul. La liaison de TAc a ete detecte avec un Ac-anti IgG conjugue a la 

25 peroxidase de Raifort (Amersham, France) suivi d'un systeme de detection par 
chemiluminescence (Amersham, France) selon les instructions du fabricant. Pour la 
detection de PSl, I'Ac primaire MAB1563 (Chemicon, USA) a ete utilise a la dilution 
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1/10000 ; pour la detection de I'APP et I'A-p, I'anticorps WO-2 a ete utilise a la 
concentration 0,lng/ml. 

5 Anticorps utilises pour IMmmunohistochimie 

Les anticorps (Ac) primaires qui ont ete utilises sent les suivants : 
5 Ac monoclonal de souris anti- APP ( 1 : 1 00 ; 22C 1 1 , Boehringer) 

Ac monoclonal biotinyle de souris anti-AP 17-24 (1:200, clone 4G8, Senetek) 

Ac monoclonal biotinyle de souris anti-AP m 7 (1:200, clone 6E10, Senetek) 

Ac monoclonal de souris anti-APs-i? (1 :100, clone 6F/3D, Dako) 

Ac polyclonal de lapin anti-Api^2 (1 :300, QCB) 
1 0 Ac polyclonal de lapin anti-Ap,oB,i (1:1 000, FC A 1 8 de Checler) 

Ac monoclonal de rat anti-PS 1 (1:50, Chemicon) 

Ac polyclonal de lapin anti-delta catenine (1 :2000, RPR) 

Ac polyclonal de lapin anti-GFAP (1 :3000, Dako) 

Ac polyclonal de lapin anti-synaptophysine (1 : 100, Dako) 

15 Ac monoclonal de souris anti-neurofilaments phosphoryles (PNF) (SMI 312, 1:100, 
Stemberger) 

Ac monoclonal de souris anti-7aM-7 (Tau, proteine associee aux microtubules) 
(5ng/ml, Boehringer Mannheim) 

Ac polyclonal de lapin anti-Bax (PI 9, 1 :300, Santa Cruz) 
20 Ac monoclonal de souris anti-cytochrome C (clone 7H8.2C1 2, 1 :200, Pharmingen) 
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Les anticorps secondaires (1:400, Vector) qui ont ete utilises sont des Ac anti-lgG de 
souris (H + L) pour les experiences impliquant I'utilisation d'Ac primaires de souris, 
et des Ac anti-lgG de lapin ou des anti-IgO de rat (H + L) pour les experiences 
5 impliquant I'utilisation d'Ac primaires de lapin ou de rat, respectivement. Dans 
certaines experiences de marquage immunofluorescent, I'Ac secondaire qui a ete 
utilise est un anti-lgG de lapin conjugue au fluorochrome CY3 (1/400, Vector), 

6 Manipulation des animaux 



Les animaux ont ete heberges dans des conditions de temperature et humidite 




10 controlees et soumis a un cycle de 12h de jour/ 12 heures de nuit (lumiere 7 :00 EST). 
Les animaux avaient libre acces a I'alimentation et a Teau. Les experimentations sur 
ces animaux ont ete realisees avec Taccord du Comite d'Ethique de Rhone Poulenc 
Rorer sur le soin et I'utilisation des animaux, en conformite avec les standards du 
« Guide for the care and use of laboratory animals » (National Research Council 

15 ILAR) et dans le respect des reglements franfaises et de la directive CEE. 



Les animaux utilises pour les etudes neurohistopathologiques sont listes dans le 
tableau suivant: 





Souris non 






Souris simple 




Souris simple 




Souris double 






transgeniques 




transgeniques 




transgeniques 




transgeniques 






(littermate) 






PDGF APP695SDL 


HMG PS1M146L 


PDGF APP695SDL 
X HMGPS1M146L 


Age 


6 


9 


12 


15 


18 


6 


9 


12 


15 


18 


6 


9 


12 


15 


18 


6 


9 


12 


15 


(mois) 








































Nombre 


I 


5 


4 


6 


2 


4 


2 


2 


4 




I 


2 


9 


5 


7 


4 


5 


5 
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7 Neurohistopathologie 

7.1 Preparation du tissu cerebral 

Les souris ont ete profondement anesthesiees (Pentobarbital: 60 mg/ml/kg i.p., 
5 Ketamine: 40 mg/ml/kg i.p.) puis perfiisees en transcardiaque avec du serum 
physiologique puis du paraformaldehyde (4% dans du PBS). Les cerveaux ont ete 
ensuite preleves puis postfixes dans la meme solution de fixation 24h a A^'C, Apres la 
fixation, les cerveaux ont ete separes en hemicerveaux droit et gauche puis soumis au 
protocole classique d'enrobage dans la paraffine, 
10 Les hemicerveaux gauches enrobes dans la paraffine des souris transgeniques et non 
transgeniques, et egalement des blocs de tissu de cerveau humain postmortem (cortex 
frontal) d'un sujet atteint de AD et d'un sujet controle (foumis par Dr LP, Brion, 
Belgique), ont ete coupes a 6 ^m d'epaisseur (coupes seriees), via Tutilisation d'un 
microtome (LEICA RM 2155, France), Les blocs de tissu correspondants aux 
1 5 hemicerveaux droits des souris transgeniques et non transgeniques ont ete coupes a 
une epaisseur de 25 |im. 

Pour chaque experience d'immunohistochimie, les coupes de cerveaux ont d'abord ete 
deparaffinees avec du xylene et deshydratees dans de I'ethanol 100 %. Les coupes ont 
ensuite ete incubees dans de rH202 (1% dans du methanol) afin de bloquer les 
20 activites peroxidasiques endogenes, rincees dans de Tethanol et du tampon citrate (10 
Mm citrate de sodium, pH 6) et finalement placees dans un micro-ondes (650W, 
Whirlpool) pendant 2x 5 min dans la solution de citrate. Pour les experiences 
d'immunomarquage de la proteine A-p, les coupes ont ete soumises a une etape 
supplementaire, une incubation de 3 min dans Tacide formique a 80%. 

25 

7.2. Thioflavine S 

Les coupes ont ete colorees avec la thioflavine S 1% (Sigma, France) apres avoir ete 
incubees 10 min dans une solution dliematoxyline de Mayer (Sigma, France) pour 
bloquer la fluorescence nucleaire. Elles ont ensuite ete observees au microscope 
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equipe d'un systeme de fluorescence (Axioscop Zeiss, France) via Tutilisation d'un 
filtre FITC. 



7.3. Rouge Congo 

5 Les coupes colorees au Rouge Congo (Kit de coloration de Tamyloide, Accustain, 
Sigma, France) ont ete analysees via un systeme de lumiere polarisee. Seuls les depots 
rouges birefringents (a la rotation du polariseur) ont ete consideres conraie des depots 
Congo rouge-positifs. 

1 0 7.4. Marquage iramunoenzymatique 

Apres une incubation de 30 min dans du tampon de blocage (serum normal de chevre 
(Chemicon) a 10% dans du PBS contenant 0,1% de triton (Sigma)), les coupes de 
cerveaux deparaffinees ont ete incubees dans la solution d'Ac primaire (toute la nuit a 
4''C). Apres rin9ages, les coupes ont ete mises en presence de TAc secondaire 
1 5 biotinyle (pendant 2h a temperature ambiante) puis en presence du complexe avidin- 
biotin peroxidase selon les instructions du fabricant (Kit ABC Vectastin, Laboratoires 
Vector, Burlingame, CA). La 3-3 -diaminobenzydine a ete utilisee comme 
chromogene pour I'enzyme peroxidase. 

Pour les experiences de preabsorption, I'Ac anti-Bax (anticorps PI 9, Santa Cruz) a ete 
20 incube avec le peptide synthetique Bax (Controle peptide PI 9, Santa Cruz) 
(concentrations du peptide testees: 0,002, 0,02 et 0,2 mg/ml) pendant au moins 12 h 
avant d'etre utilise selon le protocole d'immunohistochimie decrit precedemment. 
L'Ac anti-cytochrome C (7H8.2C12, Pharmingen) a ete incube selon le meme 
protocole avec du cytochrome C purifie exogene de coeur de cheval ou de rat (Sigma) 
25 (concentrations des proteines purifiees testees: 0,01 et 0,1 mg/ml). 



7.5. Quantification de la charge en amyloide 

La deposition en A-P a ete quantifiee sur des coupes dliemicerveaux de 25 \im AP- 
immunomarquees (Ac monoclonal de souris biotinyle anti-Ap 17-24, 4G8, Senetek) via 
30 Tutilisation de la diaminobenzidine comme chromogene et d'un systeme d'analyse 
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d'images couple a une camera couleur et a un microscope (Systeme Q600, LEICA). 
Des images video de chaque region anatomique d'interet ont ete capturees et un seuil 
de detection automatique du niveau de gris moyen correspondant a 
rimmunomarquage des depots A-P (et capable de discriminer le marquage specifique 
du bruit de fond) a ete defmi. Un controle manuel de chaque champs a ete effectue par 
I'experimentateur afin d'eliminer manuellement tout artefact. Pour chaque souris, la 
charge en A-p a ete mesuree au niveau rostrocaudal bregma -3,4 de I'atlas 
stereotaxique de souris (Franklin et Paxinos). La charge en A-p est defmie comme le 
pourcentage de la surface de rimmunomarquage A-p par rapport a la surface totale de 
la region cerebrale analysee, c'est-a-dire Thippocampe, le cortex et le reste de la coupe 
(regions sous corticales). 

7.6. Double marquage immunoenzymatique 

Les experiences de double marquage immunohistochimique ont ete realisees par 
incubation des coupes de cerveau selon un protocole a deux etapes. Brievement, les 
coupes ont ete immunomarquees dans une premiere etape via Tutilisation d'un Ac 
primaire (par exemple: anti-GFAP, anti-synaptophysine, anti-Bax ou anti-cytochrome 
C) visualise par un marquage brun via Tutilisation de la diaminobenzidine (substrat 
enzymatique de la peroxidase de Raifort) selon le protocole decrit precedemment. Les 
memes coupes ont ete ensuite immunomarquees via Tutilisation de TAc primaire anti- 
Api7.24 (Ac monoclonal de souris, 4G8, Senetek) visualise par un marquage bleu via 
Tutilisation du substrat SG de la peroxidase de Raifort (Kit Substrat SG de la 
peroxidase, Vector). 

25 7.7. Double marquage immunofluorescent 

Dans certaines experiences, un double marquage immunofluorescent a ete realise en 
particulier dans le but de demontrer si Bax colocalise avec APP, PSl, cytochrome C 
ou SMI dans des elements neuritiques associes aux depots A-p chez les souris 
transgeniques porteuses d'une double mutation (mutant APP/PSI). Brievement, les 
30 coupes ont d'abord ete incubees dans TAc anti-Bax et revelees soit via I'utilisation 
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d'un Ac secondaire biotinyle anti-IgG de lapin conjugue au CY3 (1:400, Chemicon), 
soit via Tutilisation d'un Ac secondaire anti-IgG de lapin puis d'un kit d'amplification 
du signal (Complexe streptavidine-peroxidase /tetramethyl-Rhodamide Tyramide) 
selon les instructions du fabricant (New England Nuclear). Pour le second marquage 
5 immunofluorescent, les coupes ont ete incubees successivement avec un Ac primaire 
anti-APP, anti-PSI, anti-cytochrome C ou anti-SMI puis un Ac secondaire biotinyle 
anti-IgG de souris ou de rat. Les coupes ont ete finalement revelees via I'utilisation 
d'un second systeme d'amplification du signal (Complexe streptavidine-peroxidase / 
Fluoresceine Tyramide) selon les instructions du fabricant (New England Nuclear). 

10 Les observations microscopiques des coupes ont ete realisees via Tutilisation des 
filtres CY3 ou rhodamine (excitation a 550 nm, emission a 570 nm) pour le marquage 
immunofluorescent Bax et du filtre fluoresceine (excitation a 495 nm, emission a 
517nm) pour le deuxieme marquage immunofluorescent. De la meme maniere, pour 
les experiences de double marquage immunofluorescent realisees dans le but de 

15 demontrer si le cytochrome C colocalise avec la proteine delta catenine, les coupes 
ont ete dans un premier temps incubees dans I'Ac anti-cytochrome C et revelees via le 
systeme de fluorescence Rhodamine. Dans une deuxieme etape ces memes coupes ont 
ete incubees dans I'Ac anti-delta catenine et revelees via le systeme de fluorescence 
Fluoresceine comme decrit ci-dessus. 
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EXEMPLES 

EXEMPLE 1 : Analyse des niveaux d*expression du transgene 

5 1.1 Coraparaison des niveaux d'expression du transgene dans differentes souris 
transgeniques exprimant TAPP rautee 

Les homogenats de cerveau de differentes lignees de souris transgeniques (differentes 
constructions d'expression) ont ete analyses par Western blot pour I'expression de 
I'APP, via Tutilisaticn d'un anticorps monoclonal WO-2. Cet anticorps est 

10 specialement indique car il reconnait I'APP et TA-P humaines mais ne reconnait pas 
TAPP endogene de souris. Aucun signal n'a ete en effet detecte dans la piste 
correspondant a la souris non transgenique (Fig. 1, piste 3). Les pistes 1 et 2 de la 
figure 1 correspondent aux extraits de cerveaux de souris transgeniques precedemment 
montrees exprimant des niveaux eleves du transgene APP (Moechard et al. 1999a). 

15 Les souris transgeniques PDGF APP695SDL dans la piste 7 ont ete utilisees pour 
produire des lignees de souris doubles transgeniques avec les souris porteuses du 
transgene PSl M146L. Un niveau modere de I'expression de I'APP est visible chez les 
souris avec le promoteur HMG dans la construction (Czech et al. 1997). A noter que 
chez les souris transgeniques pour la forme mutation suedoise de TAPP, le fragment 

20 beta-secretase (12 KDa) est augmente relativement a I'holoproteine APP complete. 

1.2 Analyse par Western blot de Pexpression et du processing du transgene 
dans le cerveau de souris double transgeniques AFP et Presenilines. 

Afm de savoir si I'expression de chaque transgene individuel etait modifie dans les 
25 souris portant les deux transgenes (obtenues par croisement), des homogenats de 
cerveaux de souris double transgeniques a differents ages ont ete analyses par 
Western blot pour ^expression de TAPP et de TA-P via I'utilisation de Tanticorps 
monoclonal WO-2 (decrit ci-dessus). Aucune difference d'intensite des bandes 
correspondant a la sequence complete de I'APP a llOkDa et au fragment amino 
30 terminal de 12 kDa n'est visible entre la souris PDGF- APP695 SDL 
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(monotrangeniques) et les souris double transgeniques APP695SDL x PS1M146L (Fig 
2A, comparer aussi avec la piste?, Fig.l). De plus, I'age des souris transgeniques 
n'influence pas I'expression du transgene APP ni son metabolisme au niveau du site 
de clivage beta. Neanmoins, il y a une forte accumulation de I'A-p a 9 mois et 
5 debutant a Tage de 6 mois. Cette augmentation de I'A-p est bien correlee avec le debut 
de la formation des plaques amyloides dans le cerveau des souris transgeniques (voir 
ci-dessous). Ceci suggere que I'augmentation de TA-P detectee par westem blot peut 
correspondre a I'A-P accumulee dans les plaques amyloides. 

Une autre analyse par Westem blot sur homogenats de cerveaux a ete realisee afm de 
10 determiner si la proteine PSl humaine est exprimee chez les souris double 
transgeniques et chez les souris controles (littermate) non transgeniques. Un Ac 
monoclonal dirige contre la partie amino-terminale de PSl a ete utilise. Cet Ac est 
specifique pour la PSl humaine; aucun signal de la proteine PSl endogene n'est 
detecte dans Thomogenat cerebral de la souris APP simple mutante (Fig. 2B, pistes 1, 
15 2). Le fragment PSl amino-terminal caracteristique est detecte dans le cerveau de la 
souris exprimant PS1M146L (Fig^2B, pistes 3-7) avec Tapparition de Tholoproteine 
complete (approx. 51 kDa) PS1M146L vraisemblablement due a la saturation du 
processing des preseni lines, comme cela a ete decrit precedemment chez le rat et la 
souris transgeniques exprimant des quantites elevees de PSl (Czech et al., 1998; 
20 Thinakaran et al., 1996). L'expression et le processing de la PSl humaine chez la 
souris double transgenique ne varient pas avec Tage de Tanimal. 

En conclusion, les niveaux d'expresssion des transgene individuels (APP ou PSl) 
sont similaires dans les souris mono et double transgeniques. 



25 EXEMPLE 2 : Localisation et expression regionale des transgenes chez les souris 
simple (PDGF APP695SDL ou HMG PS1M146L) ou double (PDGF APP695SDLX 
HMG PS1M146L). 

Les experiences d'immunohistochimie de I'APP, utilisant I'Ac monoclonal de souris 
dirige contre la proteine APP (Ac 22C11), ont montre que les souris simple (PDGF 
30 APP695SDL) et double (PDGF APP695SDL x HMG PS1M146L) transgeniques 
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15 



20 



25 



expriment plus fortement la proteine APP que les souris controles non transgeniques 
(Fig. 3). Ce resultat confirme que ces deux lignees de souris transgeniques expriment 
la proteine APP humaine codee par le transgene APP595SDL. UAPP humaine est 
localisee exclusivement dans les neurones. Son pattern d'expression est similaire dans 
les deux lignees de souris transgeniques et conceme de nombreuses structures 
cerebrales; le niveau d'expression le plus eleve etant observe dans les couches 
neuronales de la formation hippocampale (Fig. 3), suivi d'une expression homogene 
dans les regions corticales tel que le cortex entorhinal et dans I'amygdala. Les regions 
sous-corticales montrent un niveau ^expression plus faible du transgene et la proteine 
APP humaine n'est pas detectee ni dans les cellules gliales ni au niveau vasculaire. 

De la meme maniere. les experiences d'immunohistochimie de PSl, utilisant I'Ac 
monoclonal de rat dirige contre la proteine PSl humaine (Ac qui recomiait 
specifiquement la PSl humaine), ont montre que les souris simple (HMG PSl 
M146L) et double (PDGF APP695SDL x HMG PS1M146L) transgeniques expriment 
la proteine PSl humaine dans le cerveau avec une localisation specifique dans les 
neurones (Fig. 3), bien que certaines cellules gliales immunomarquees soient 
occasionnellement observees. Le pattern d'expression de la proteine PSl humaine est 
similaire dans les deux lignees de souris transgeniques. Son niveau d'expression est 
eleve dans les structures corticales telles que la formation hippocampale (Fig. 3) et 
differentes regions du cortex et aussi dans les regions sous-corticales. EUe n'est pas 
exprimee dans la substance blanche. A la fois pour la proteine APP humaine et pour 
la proteine PSl humaine, ni le pattern ni le niveau d'expression ne changent avec I'age 
(de 6 a 12 mois). 

EXEMPLE 3 . Mise en Evidence d'un processus accelert de deposition de 
I'amylolde dans le cerveau des souris double transgeniques porteuses a la fois de 
la proteine APP mutante et de la proteine PSl mutante (PDGF APP69sSDL x 
HMG PS1M146L) 
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Afin de demontrer si les differents modeles de souris transgeniques generes 
developpent des depots A-P dans le cerveau, nous avons utilise a la fois differents Ac 
anti-AP (voir Materiel et Methodes) et des marqueurs histologiques classiques 
(Thioflavine S et Rouge Congo) connus pour colores les depots A-p dans le tissu 
humain de sujets atteints de AD. 

En utilisant Tensemble de ces marqueurs des depots A-p, nous avons demontre 
qu'aucune des souris simple transgeniques, PDGF APP695SDL ou HMG PS1M146L, 
ne presente de deposition d'amyloYde dans le cerveau aux ages 3, 6, 9, 12 et 15 mois. 
En revanche, les souris double transgeniques PDGF APP695SDL x HMGPS1M146L 
presentent des depots A-P des Tage de 6 mois. L'existence d'un tel processus de 
deposition de la proteine amyloide est demontree avec les differents Ac anti-Ap 
utilises (Fig. 4 et 5). Ces depots A-P sont egalement colores par la Thioflavine S et le 
Rouge Congo, confirmant ainsi leur conformation fibrillaire (Fig.6). 




EXEMPLE 4 : Progression et pattern regional de la deposition de Tamyloide 
Chez les souris double transgeniques (PDGF APP695SDL x HMG PS1M146L) 

Dans le but d'evaluer la progression et le pattern de distribution regionale de la 
deposition de I'amyloYde resultant de T expression du transgene chez les souris 
doubles transgeniques (PDGF APP695SDL x HMG PS1M146L), le nombre de depots 
A-P sur des coupes d'hemicerveau de 6 nm d'epaisseur a differents ages et la charge 
en amyloide sur des coupes de 25 |am d'epaisseur a Tage del 2 mois ont ete quantifies 
via Tutilisation de TAc anti-Ap 4G8. Pour la quantification de la charge en amyloide, 
nous nous sommes focalises sur le cortex et Thippocampe car ce sont deux structures 
cerebrales impliquees de maniere precoce et predominante dans la neuropathologie 
chez les souris transgeniques et chez Thomme atteint de AD. 

Le nombre de depots A-p est plus eleve chez les souris a 12 mois que chez les souris 
agees de 6 et 9 mois, comme le montre de maniere qualitative et quantitative les 
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figures 7 et 8, respectivement. Les depots A-p, a 6 et 9 mois, sont localises dans une 
region cerebrale restreinte correspondant au subiculum et a la portion dorsale de la 
region hippocampale CAl (Fig.7). En revanche, a 12 mois, les depots A-p plus 
nombreux sont localises dans I'ensemble les regions hippocampales et corticales tout 

5 le long de I'axe rostrocaudal du cerveau (Fig. 7 et Fig. 9). Chez les souris agees de 12 
mois, les depots A-P sont presents seulement occasionnellement dans certaines 
structures sous-corticales (par exemple, la capsule interne, le thalamus dorsolateral et 
les ganglions de la base). lis ne sont presents ni dans le cervelet, ni dans la moelle 
epiniere. L'analyse quantitative de la charge en amyloYde chez les souris agees de 12 

10 mois (Fig. 10) montre que les pourcentages de la surface de I'immunomarquage AP 
par rapport a la surface totale de la region analysee atteignent des valeurs de 3,1; de 
0,8 a 1,1 et <0,5 pour Thippocampe, le cortex et le reste de I'hemicerveau, 
respectivement. La charge en amyloide atteint plus de 9% et 5% dans les champs les 
plus riches de rhippocampe et du cortex, respectivement. De telles charges en 

1 5 amyloide sont situees dans un ordre de valeur similaire a celui decrits precedemment 
dans le cerveau humain AD (6-12%) (Hyman et al., 1993). 



EXEMPLE 5 : Elements neuritiques chez la souris double transgenique (PDGF 
APP695SDL X HMG PS1M146L) 

20 Dans toutes les souris transgeiuques qui developpent des depots A-p, les depots de 
grande et moyenne tallies contiennent de nombreux elements neuritiques, comme le 
montrent d'une part les images de simples immunomarquages avec differents 
marqueurs des neurites dystrophiques telles que TAP? (Fig. 1 1), la PSl (Fig. 12) et la 
delta catenine (Fig. 13) et d'autre part les images de doubles immunomarquages, qui 

25 permettent de visualiser, sur une meme coupe de cerveau, les depots A-P avec I'Ac 
anti-Ap 4G8 et les elements neuritiques avec TAc anti-synaptophysine ou anti-SMI 
(Fig. 14 et Fig. 15, respectivement). Comme illustre sur les figures 14 et 15, des 
elements neuritiques synaptophysine- et SMI-immunoreactifs sont presents dans le 
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cerveau des souris double transgeniques et ils sont intimement associes aux depots A- 
p. De plus, nos resultats montrent que les elements neuritiques sont tres sknilaires a 
ceux decrits dans le cerveau humain AD. 

Afin de demontrer si des degenerescences neurofibrillaires sont aussi presentes dans 
5 le cerveau des souris double transgeniques, un double immunomarquage a ete realise 
pour visualiser, sur une meme coupe de cerveau, les depots A-P avec TAc anti-AP 
4G8 et les degenerescences neurofibrillaires avec I'Ac anti-Taw-/. Comme illustre sur 
la figure 16, TAc anti-Tbw-/ marque les elements neuritiques tels que les neurites qui 
tapissent les depots A-p et les corps cellulaires anormaux. Ces deux types d' elements 
10 immunomarques sont presents dans les regions cerebrales riches en depots A-P 
(formation hippocampale et cortex) tandis qu'ils sont absents dans les regions sous- 
corticales pauvres ou depourvues de depots A-p. 

L' ensemble de ces resultats demontre clairement que des processus degeneratifs, en 
plus du phenomene de deposition d'amyloYde, se produisent au sein des structures 
15 cognitives chez les souris double transgeniques et ceci de fa9on similaire a ceux 
presents dans le cerveau AD. 

EXEMPLE 6 : Presence d'astrocytes actives a Tinterieur ou autour des depots 
amyloides chez la souris double transgenique (PDGF APP695SDL x HMG 
20 PS1M146L) 

Dans la mesure ou les depots A-P dans le tissu cerebral AD sont associes avec des 
cellules gliales (les cellules inflammatoires du systeme nerveux central), il a ete 
examine si une reaction gliale dans le neuropil se produit chez nos souris 
transgeniques qui developpent des depots A-p. Aucun astrocyte reactif GFAP- 
25 immunoreactif dans le cerveau ni des souris controles non transgeniques, ni des souris 
transgeniques qui ne developpent pas de depots A-P (par exemple les souris simple 
transgeniques PDGF APP695SDL ou HMG PS1M146L) n'a ete observe. En revanche, 
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toutes les souris double transgeniques avec des depots A-P dans leur cerveau ont des 
astrocytes reactifs GFAP-immunoreactifs intimement associes aux depots A-p (Fig. 
17). 

5 EXEMPLE 7 : Mise en evidence d'un dysfonctionneraent mitochondrial chez la 
souris double transgenique (PDGF APP695SDL x HMG PS1M146L) 

Un immunomarquage simple a ete realise pour visualiser la proteine Bax seule et un 
immunomarquage double pour visualiser, sur une meme coupe de cerveau, la proteine 
Bax et les depots A-P; ceci dans le but de determiner une relation entre 1' expression 
1 0 de Bax et les plaques amyloides. 

Les resultats du simple marquage ont montre que, chez les souris controles non 
transgeniques et aussi chez les souris transgeniques, la proteine Bax est exprimee 
dans les neurones de nombreuses structures cerebrales, telles que les couches 
neuronales de la formation hippocampale et toutes les regions corticales (Fig. 1 8A). 

15 Neanmoins, seules les souris double transgeniques (PDGF APP695SDL x HMG 
PS1M146L), et non les souris simple transgeniques (PDGF APP695SDL or HMG 
PS1M146L) ou controles non transgeniques, montrent une immunoreactivite Bax 
dans des elements cellulaires tels que des neurites dystrophiques (Fig.lSA), des corps 
cellulaires neuronaux semblables a des degenerescences neurofibrillaires precoces, et 

20 occasionnellement des cellules gliales activees (voir ci-dessous). De fa^on 
interessante, ces elements cellulaires Bax-immunoreactifs anormaux sont localises 
exclusivement dans des regions cerebrales riches en depots A-p, comme le gyrus 
dente, les regions hippocampales CAl et CA3, le subiculum, et les cortex cingulaire 
et entorhinal. 

25 

Le double immunomarquage avec les Ac anti-Bax et anti-Ap a confirme dans un 
deuxieme temps que I'immunoreactivite Bax dans les elements neuritiques et les 
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cellules gliales activees sont intimement associes aux depots A-p chez les aniinaux 
double transgeniques (Fig.lSB, 18C). De tels elements cellulaires Bax- 
immunoreactifs n'ont jamais ete detectes dans le cerveau des animaux non 
transgeniques ou simples transgeniques. Dans ces etudes, rimmunomarquage Bax est 
5 specifique comme Tent demontre les experiences de preabsorption avec un peptide 
bloquant (Fig. 18D). 



Les resultats de simple immunomarquage du cytochrome C ont montre que la 
proteine cytochrome C est exprimee dans les corps cellulaires neuronaux chez les 4 

10 groupes d'animaux examines (controles non transgeniques, simple et double 
transgeniques- tableau I). Le pattern de distribution des neurones cytochrome C- 
immunoreactifs est similaire a celui decrit pour Bax. De fagon interessante, comme 
pour Bax, I'expression du cytochrome C est demontree dans des elements cellulaires 
tels que des neurites et des corps cellulaires neuronaux anormaux (Fig. 20A) 

1 5 uniquement chez la souris double transgenique. Ces elements cellulaires cytochrome 
C-immunoreactifs ne sent jamais observes chez les souris simple transgeniques ou 
controle non transgenique (Fig.20A). Chez les souris double transgeniques, les 
elements neuritiques cytochrome C-immunoreactifs, comme les elements neuritiques 
Bax-immunoreactifs, sont localises dans les structures cerebrales dans lesquelles les 

20 depots A-P sont presents, principalement le gyrus dente, les regions hippocampales 
CAl et CA3, les cortex cingulaire (Fig. 20A). Le double immunomarquage du 
cytochrome C et des depots A-p montre que les elements neuritiques cytochrome C- 
immimoreactifs chez ces animaux double transgeniques sont intimement associes aux 
plaques amyloides (Fig.20A). De la meme maniere que Timrnxmomarquage Bax, 

25 rimmunomarquage cytochrome C est specifique comme I'ont demontre les 
experiences de preabsorption avec des proteines cytochrome C purifiees (Fig. 20B). 
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En parallele aux experiences menees sur les souris transgeniques, les doubles 
immunomarquages Bax/Ap et cytochrome C/Ap ont ete realises sur du tissu de 
cerveau humain postmortem d'un individu controle et d'un sujet AD. Les resultats 
obtenus (Fig. 19 et Fig.21) montrent que, dans le cerveau humain AD, les elements 
5 neuritiques Bax- ou cytochrome C-immunoreactifs tels que des neurites dystrophiques 
et des neurodegenerescences neurofibrillaires precoces sont presents a I'interieur ou 
autour des plaques amyloides. Les elements neuronaux anormaux, Bax- et 
cytochrome C-immunoreactifs n'ont pas ete observes dans le tissu humain controle. 



10 Afin de confirmer la presence dans le cerveau de souris double transgeniques des 
proteines Bax et cytochrome C dans des elements neuritiques anormaux, des doubles 
marquages immunofluorescents ont egalement ete realises, lesquels ont permis de 
demontrer la colocalisation de Bax avec I'APP, la PSl et le cytochrome C dans les 
memes elements neuritiques qui tapissent les depots A-p (Fig. 22et 23). Enfin la 

15 colocalisation du cytochrome C avec la delta catenine dans ces memes elements 
neuritiques a ete montree (Fig. 22). 



Le fait que, Bax et cytochrome C soient surexprimees dans les elements neuritiques 
tels que des neurites et des corps cellulaires neuronaux anormaux aussi bien dans le 
20 cerveau humain AD que dans le cerveau des souris double transgeniques, demontre 
I'implication de ces proteines dans la regulation d'evenements precoces associes a la 
mort neuronale chez Thomme AD et dans ce modele de souris transgeniques. 

Ces donnees chez la souris sont les premieres a demontrer que I'expression de deux 
proteines mitochondriales dififerentes, Bax et cytochrome C connues pour induire la 
25 mort cellulaire en culture (voir introduction), est alteree dans le cerveau de souris 
transgeniques qui developpent des depots A-p. Cette expression modifiee de Bax et 
cytochrome C consiste en I'accumulation des ces deux marqueurs mitochondriaux 
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dans des elements neuronaux anormaux qui sont intimement associes aux plaques 
amyloides. 

Un point important est que les elements neuritiques Bax et cytochrome C- 
irmnunoreactifs chez la souris double transgenique sont semblables a ceux observes 
5 dans le cerveau humain AD, ceci indiquant que le meme type de dysfonctionnement 
mitochondrial est trouve chez I'homme AD. 
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REVENDICATIONS 



1 . Modele animal transgenique non-humain de la maladie d'Alzheimer presentant a la 
fois des plaques amyloides et un dysfonctionnement mitochondrial. 

2. Modele animal selon la revendication 1, caracterise en ce qu'il coexprime le 
5 precurseur du peptide p-amyloYde (APP) et une preseniline, de preference la 

preseniline 1 (PSl). 

3. Modele animal selon la revendication 2, caracterise en ce qu'il coexprime des 
formes mutees de TAPP et/ou de PSl. 

4. Mutation telle que decrite selon la revendication 3, caracterisee en ce qu'il s'agit 
10 d'une mutation dans le gene de TAPP choisie parmi les mutations "Swedisch", 

"London" et "Dutch" seules ou en combinaison. 

5. Mutation telle que decrite selon la revendication 3, caracterisee en ce qu'il s'agit 
d'une mutation dans le gene de la PSl choisie parmi les mutations M146L, A246E, 
C410Y, H163R, L286V, L235P, seule ou en combinaison. 

15 6. Mutation selon la revendication 5, caracterisee en ce qu'il s'agit de la mutation 
M146L. 

7, Modele animal selon la revendication 1, caracterise en ce que le dysfonctionnement 
mitochondrial correspond a une alteration, une modification, une surexpression ou 
une inhibition de I'expression des proteines mitochondriales. 

20 8. Proteines mitochondriales telles que decrites dans la revendication 7, caracterisees 
en ce qu'elles sont intramitochondriales. 

9. Proteines mitochondriales telles que decrites dans la revendication 8, caracterisees 
en qu'il s'agit des proteines BAX et/ou cytochrome C. 
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10. Utilisation du modele animal tel que decrit selon les revendications 1 a 9 pour la 
mise en evidence de composes destines au traitement des maladies 
neurodegeneratives, de preference la maladie d* Alzheimer. 

1 1 . Cellule extraite d'un modele animal tel que decrit selon les revendications 1 a 9. 

12. Utilisation d'une cellule telle que decrite selon la revendication 11, pour la mise 
en evidence de composes destines au traitement des maladies neurodegeneratives, de 
preference la maladie d' Alzheimer. 



^ ir£UiL#=^ - . . — - 

La presente invention resulte done de la mise en evidence pour la premiere fois que 
les depots amyloVdes sont associes a des dysfonctionnements mitochondriaux in vivo 
dans le cerveau d'animaux transgeniques. En outre, I'invention resulte egalement de la 
recherche d'un nouveau modele animal de TAD plus representatif et reproduisant la 
neuropathologie rencontree chez rhomme. 

Un premier objet de Tinvention conceme done un modele animal transgenique de la 
maladie d'Alzheimer presentant a la fois des plaques amyloYdes et un 
dysfonctionnement mitochondrial. Avantageusement il coexprime le precurseur du 
peptide p amyloYde (APP) et une preseniline, de prererence la PS}. 

On emend par animal transgenique tout animal non-humain presentant une 
modification de son genome. La modification du genome peut resulter d'une alteration 
ou une modification de un ou plusieurs genes par "knock-in" ou par "knock-out". 
Cette modification peut etre due a Taction d'agents alterants ou mutagenes classiques 
ou bien effectuee par mutagenese dirigee, comme cela est decrit dans Materiels et 
Methodes. 

La modification du genome peut egalement resulter d'une insertion de gene(s) ou de 
remplacement de gene(s) dans sa (leur) forme sauvage ou mutee. 

Les modifications du genome sont avantageusement effectuees sur des cellules 
souches reproductrices et avantageusement sur les pronuclei. 

Dans le cadre de la presente invention, le modele animal est avantageusement un 
mammifere. En particulier il peut s'agir d'une souris, d'un rat ou d'un lapin obtenu 
selon les techniques classiques de transgenese. A titre d'exemple illustant Tun des 
procedes de transgenese, on peut citer la methode de microinjection d'une cassette 
d'expression comprenant les genes modifies dans les deux pronuclei fecondes, tel que 
cela est decit dans Materiels et Methodes. 

A cet egard, le modele animal de I'invention est obtenu par injection d'une cassette 
d'expression comprenant un acide nucleique. De maniere preferentielle, cet acide 
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Sont egalement comprises par mutation London toutes les substitutions autres que par 
risoleucine qui sont situees en position 717 par reference a l'APP770, telles que par 
exemple les mutations V717GetV717F. 

11 est entendu que TAPP utilisable dans le cadre de Tinvention, peut etre sous 
differentes isoformes et en particulier dans les formes 695, 75 1 et 770 ou dans une 
forme tronquee telle que par exemple I'isoforme APP99. 

Les mutations dans le gene de PSl peuvent etre Tune des 40 mutations decrites 
jusqu'a present dans la litterature. De maniere preferentielle, les mutations dans le 
gene de PSl sont choisies parmi les mutations M146L, A246E, C410Y, H163R, 
L286V, L235P, etc., seules ou en combinaison. 

Pour la realisation d'un modele selon rinvention, la mutation M146L est preferee. 

Dans le cadre du modele de Tinvention, TADN est place sous le controle de sequences 
permettant son expression et en particulier de sequences promotrices de la 
transcription. 

A titre de sequences promotrices, on peut citer tout particulierement le promoteur 
HMG (Gautier et al., 1989), ainsi que le promoteur PDGF (Sasahan et al., 1991), le 
promoteur Thy-1 (Luthi et al.,) et le promoteur du gene du Prion (Scott et al., 1992). 

Selon une mise en oeuvre particulierement interessante de Tinvention, le modele 
animal comprend le gene de I'APP ayant les mutations S, D et L, place sous le 
controle du promoteur PDGF et le gene de la PSl ayant la mutation M146 L place 
sous le controle du promoteur HMG. 

Le modele animal selon Tinvention est tres avantageux car 11 correspond a un modele 
tres representatif de TAD. En effet, ce modele developpe des plaques amyloTdes des 
Tage de 6 mois ce qui permet un temps d'elevage des animaux tres court et coexprime 
I'APP et PS 1 mutees a des niveaux bien superieurs au niveaux endogenes; au moins 




Afin de demontrer si les differents modeles de souris transgeniques generes 
developpent des depots A-p dans le cerveau, nous avons utilise a la fois differents Ac 
anti-AP (voir Materiel et Methodes) et des marqueurs histoiogiques classiques 
(Thioflavine S et Rouge Congo) connus pour colores les depots A-P dans ie tissu 
5 humain de sujets atteints de AD. 

En utilisant Tensemble de ces marqueurs des depots A-p, nous avons demontre 
qu'aucune des souris simple transgeniques, PDGF APP695SDL ou HMG PS1M146L, 
ne presente de deposition d'amyloide dans le cerveau aux ages 3, 6, 9, 12 et 15 mois. 
En revanche, les souris double transgeniques PDGF APP695SDL x HMGPS1M146L 
10 presentent des depots A-p des I'age de 6 mois. L'existence d'un tel processus de 
deposition de la proteine amyloide est demontree avec les differents Ac anti-AP 
utilises (Fig. 4 et 5). Ces depots A-P sont egalement colores par la Thioflavine S et le 
Rouge Congo, confirmant ainsi leur conformation fibrillaire (Fig.6). 



IS EXEMPLE 4 : Progression et profil regional de la deposition de I'amyloide chez 
les souris double transgeniques (PDGF APP695SDL x HMG PS1M146L) 

Dans le but d'evaluer la progression et le profil de distribution regionale de la 
deposition de I'amyloide resultant de I'expression du transgene chez les souris 
doubles transgeniques (PDGF APP695SDL x HMG PS1M146L), le nombre de depots 

20 A-P sur des coupes d'hemicerveau de 6 \xm d'epaisseur a differents ages et la charge 
en amyloide sur des coupes de 25 ^im d'epaisseur a Page del2 mois ont ete quantifies 
via I'utilisation de 1' Ac anti-Ap 4G8. Pour la quantification de la charge en amyloide, 
nous nous sommes focalises sur le cortex et I'hippocampe car ce sont deux structures 
cerebrales impliquees de maniere precoce et predominante dans la neuropathologie 

25 chez les souris transgeniques et chez Thomme atteint de AD. 

Le nombre de depots A-P est plus eleve chez les souris a 1 2 mois que chez les souris 
agees de 6 et 9 mois, comme le montre de maniere qualitative et quantitative les 
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REVENDICATIONS 

1 . Modele animal transgenique non-humain de la maladie d'Alzheimer presentant a la 
fois des plaques amyloides et un dysfonctionnement mitochondrial. 

2. Modele animal selon la revendication I, caracterise en ce qu'il coexprime le 
precurseur du peptide P-amyloide (APP) et une preseniline, de preference la 
preseniline 1 (PSl). 

3. Modele animal selon la revendication 2, caracterise en ce qu'il coexprime des 
formes mutees de TAPP et/ou de PS 1 . 

4. Modele animal selon la revendication 3, caracterise en ce que la mutation dans le 
gene de I'APP est choisie parmi les mutations "Swedisch", "London" et "Dutch" 
seules ou en combinaison. 

5. Modele animal selon la revendication 3, caracterise en ce que la mutation dans le 
gene de la PSl est choisie parmi les mutations M146L, A246E, C410Y, H163R, 
L286V, L235P, seule ou en combinaison. 

6. Modele animal la revendication 5, caracterise en ce que la mutation est M146L. 

7. Modele animal selon la revendication 1, caracterise en ce que le dysfonctionnement 
mitochondrial correspond a une alteration, une modification, une surexpression ou 
une inhibition de I'expression des proteines mitochondriales. 

8. Modele animal selon la revendication 7, caracterise en ce que les proteines sont 
intramitochondriales. 

9. Modele selon la revendication 8, caracterise en ceque les proteines sont les 
proteines BAX et/ou cytochrome C. 
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